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C57BL/6 マウス由来悪性膠芽腫細胞株 GL261 は慶応大学脳神経外
科、戸田正博先生から譲渡された。GL261 は 3-メチルコラントレン
を C57BL/6 マウスの頭蓋内に投与することによって誘導された膠芽
腫細胞である（22）。GL261 細胞は非働化した 10%ウシ胎児血清、100 
μg/ml ストレプトマイシン、100 U/ml ペニシリンを含む Minimum 





3. GL261-mKO 細胞株の樹立 
マウスに移植した腫瘍の増殖を IVIS （Perkin Elmer Inc., Waltham, 
MA, USA）でモニターするために、Kusabira Orange 蛍光タンパク質
遺伝子を導入し、恒常的に発現させた GL261（GL261-mKO）細胞を
樹立した。 
Kusabira Orange タンパク質発現用プラスミド（pCAG-hu2 mKO：
選択マーカー ネオマイシン耐性遺伝子）を Lipofectamine LTX 
Reagent with PLUS™ Reagent （Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, 
MA）を用いて、GL261 細胞に導入し、800 μg/ml の G418 （ジェネ










4. GL261-mKO 細胞株の増殖能 
GL261-mKO 細胞株の増殖能を確認するために、倍加時間を求め
GL261 細胞の倍加時間と比較した。実験は 24 well plate に細胞を 5000
個ずつ播種し、48 時間培養後から 10 日目まで 1 well あたりの細胞数
を計測し、下記の計算式をもとに倍加時間を計算した。 
D.T.= （t 2- t1） log2 / （logN2 - logN1） 
    t1, t2 : 培養開始からの時間、N1, N2：t1, t2 での細胞数 
実験は独立した実験を各 3 回ずつ行い、結果は平均値と S.D.で表
した。 
 
5. GL261-mKO 細胞株の放射線感受性 
GL261-mKO 細胞の放射線感受性をコロニー形成アッセイにて検
討した。T25 フラスコに播種した細胞に 0, 1, 2, 4, 8 Gy のＸ線照射 
（130 kV, 5 mA, filter : 0.5 mm Al, RX-650; FAXITRON BIOPTICS, 
LLC, Arizona, USA）し、トリプシン処理にて細胞を回収後に線量ご
とに適当な細胞数を 60 mm 径のシャーレに播種した。約 2 週間のイ
ンキュベーション後コロニーを形成したら、細胞をメチレンブルー
にて染色し、コロニー数を計数した。コロニーの生存分析は統計用
ソフト Prism（GraphPad Software, Inc., California, USA）を用いて直線
 8 
－二次曲線（L-Q）モデルによりフィッティングした。実験は独立し
た実験を各 3 回ずつ行い、結果は平均値と S.D.で表した。 
 
6. 移植用 GL261-mKO 細胞の調製 
 GL261-mKO 細胞を培養し、トリプシン処理後適量の培地を添加し
て回収した。細胞数を計数した後、PBS（-）で 2 回洗浄し、FBS, 抗
生物質を含まない MEM で 1 回洗浄して、頭蓋内への移植用は 6 × 105 
cells/5μl、皮下への移植用は 1 × 107 cells/100μl の濃度になるように
FBS, 抗生物質を含まない MEM に懸濁した。 
 
7. GL261-mKO マウス腫瘍モデルの作製 
 7-1 脳腫瘍モデル（ワクチン未処理群） 
アルビノ C57BL/6 マウスにペントバルビタール（50 mg/kg）を腹
腔内投与して麻酔した後、頭部を除毛し、脳定位固定装置（Narishige 
Co., Ltd., Tokyo, Japan）に固定した。頭部を 70%エタノールで消毒し、
切開して頭蓋骨のブレグマから 3 mm 後方、正中線から 1.5 mm 左方
に 26G 注射針（TERUMO Corporation, Tokyo, Japan） で穴を開け、10 
μl Hamilton syringe （Sigma-Aldrich Japan, Tokyo, Japan） を用いて、6 
× 105個（5 μl）の GL261-mKO 細胞を頭蓋骨表面から深さ 2.5 mm に、
 9 
2 分間かけて注入した。注入後 1 分間針を静置し、1 mm/min の速度
でゆっくり針を抜いた。針先が完全に頭蓋骨外に抜けた後、細胞懸
濁液の逆流がないことを確認して頭部の皮膚を縫合した（図 1）。 
図 1 マウスの固定と頭蓋内への腫瘍移植 
 
 7-2 大腿皮下腫瘍モデル 
 アルビノ C57BL/6 マウスをイソフルラン吸入により麻酔した後、
左大腿皮下に 1 × 107 個（100 μl）の GL261-mKO 細胞を 27G 針




8. In Vivo Imaging System （IVIS） による腫瘍の測定 
 頭蓋内および皮下腫瘍の増殖は、Kusabira Orange 蛍光タンパク質
の蛍光強度を指標として、IVIS を用いて測定した。IVIS 測定時の励
起波長は 570 nm、検出波長は 620 nm とした。すべてのマウス実験に
ついて、腫瘍の測定は腫瘍移植後 110 日経過するまで、3～7 日毎に
行い、マウスに神経症状もしくは、20%以上の著しい体重減少が認め
られた場合は安楽死させた。 
 IVIS で測定した Kusabira Orange 蛍光強度は Living Image 4.3.1 
software （PerkinElmer Inc., Waltham, MA） を用いて解析した。 
 
9. マウス実験のプロトコル 
 9-1 in situ vaccination 実験 
  左大腿皮下へ GL261-mKO 細胞を移植の 10 日後、腫瘍局所へ 20 
Gy の X 線 （130 kV, 5 mA, filter : 0.5 mm Cu 0.1 mm Al, MBR-1520R; 
Hitachi Medical Co., Tokyo, Japan） を照射した。照射にはマウス照射
用に作成した固定具にマウスを固定し、厚さ 10 mm の真鍮製コリメ
ーターを用いて、腫瘍部位のみに X 線が照射されるようにした。X





図 2 in situ vaccination の a :プロトコルと b : マウスの X 線照射 
 
 9-2 ex vivo vaccination 実験 
 皮下移植用に調製した GL261-mKO 細胞（1 × 107/100 μl）に 20 Gy
の X 線を照射し、30 分以内に腫瘍細胞ワクチンとしてマウス左大腿
皮下へ 27G 針を付けた 1 ml 注射針を用いて投与した。腫瘍細胞ワク





 9-3 同種または異種腫瘍細胞の再移植実験 
腫瘍移植から 110 日の観察の後、in situ vaccination 実験にて腫瘍の
増殖が認められなかったマウスに対し、6 × 105 個（5 μl）の






 10-1 マウス脳切片の作製 
 マウス脳の免疫組織化学染色のため、GL261-mKO 細胞を移植し、
治療を施したマウスを頚椎脱臼により安楽死させ、脳を摘出した。
摘出後直ちに O.C.TTM compound （Sakura Finetek Japan Co., Ltd., 
Tokyo, Japan） を用いて包埋し、-20℃から-80℃へ徐々に凍結した。
凍結組織は、クリオスタットで（CM1850; Leica Biosystems GmbH, 





 10-2 免疫組織化学染色 
 マウス脳切片を室温で 10 分乾燥させた後、アセトン中で -20℃、
10 分間固定した。PBS（-）で 2 回洗浄後、1%過酸化水素を含む PBS
中に浸して内因性ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）を
不活化した。PBS で洗浄後、1 次抗体の組織への非特異的吸着を防ぐ
ために、切片を Universal BlockerTM in Tris-buffered saline （TBS） 
（Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, USA） で覆い、湿度を保つた
めに組織染色用箱内に静置して、室温で 30 分、ブロッキングを行っ
た。PBS で洗浄後、Can Get Signal immunoreaction enhancer solution-A 
（Toyobo Ltd. Osaka, Japan） で 50 倍に希釈した抗マウス CD8α ウサ
ギモノクローナル抗体（EP1150Y; Novus biologicals llc., Littleton, CO） 
で切片を覆い、湿度を保ち室温で 1 時間インキュベートした。さら




11. ELISPOT assay を用いた脾臓細胞からの interferon-γ （IFN-γ） 
放出の検討 





（Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, USA）処理により赤血球を除
去して脾臓細胞を 5×107個 / ml の濃度になるように MEM に懸濁し
た。これらの操作の間、細胞を入れたチューブを氷冷しながら行っ
た。 
 11-2 ELISPOT assay 
 purified anti-mouse IFN-γ 抗体でコーティングした ELISPOT 用
96-well プレートに 1well あたり 2.5 × 106個の脾臓細胞を播種し、腫
瘍抗原で刺激するwellにはGL261-mKO細胞を凍結融解にて破砕し、
遠心した上清を加えた。37℃、5% CO2、湿度 95%の条件下で 24 時
間培養した後、Mouse IFN-γ ELISPOT Set （Becton, Dickinson and 
Company Japan） の使用方法に従って、IFN-γ の産生によるスポット
の検出を行った。スポットは目視にて数を計数した。実験は各条件
について 3 well ずつ行い、結果は平均値と S.D.で表した。 
 
12. 生存解析と統計処理 
 生存解析は Kaplan–Meier 法（エクセル統計; 株式会社 社会情報サ
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ービス, Tokyo, Japan）を用いて行い、統計学的有意差は log-rank test




1. GL261-mKO 細胞の樹立 
 pCAG-hu2 mKO プラスミドを導入した GL261 細胞を G418 を添加
した培地中で培養し、クローン化を行い、単クローンからなる細胞
株を 10 株得た。その中から細胞の形状および、増殖能について遺伝
子導入前の GL261 細胞株との差異が少ないと判断できた 5 クローン
について、フローサイトメトリー法により蛍光強度の測定を行った





も減弱することなく、安定した Kusabira Orange 蛍光タンパク質の発
現を示す細胞株であることが明らかとなった（表 1）。そこで、No.10
の細胞株を GL261-mKO 細胞として以下の実験に使用した。 
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図 3 フローサイトメトリー法による Kusabira Orange 蛍光の解析 
安定的に培養できた 5 クローンのうち、No.10 のクローンがもっとも高い
発現率を示した。 
 










2. GL261-mKO 細胞の増殖能 
 GL261 細胞、GL261-mKO 細胞をそれぞれ 24 well プレートで培養
した実験を 1 回 3 well ずつ 3 回行った結果、得られた GL261 細胞と
GL261-mKO 細胞の倍加時間はそれぞれ 19.9 時間、20.7 時間であっ
た（図 4）。 
 
図 4 GL261 と GL261-mKO の増殖能の比較 

























3. GL261-mKO 細胞の放射線感受性 
各線量点（0, 1, 2, 4, 8 Gy）で得られた生存率を L-Q モデルにてフ
ィッティングした。その結果、GL261-mKO 細胞は GL261 細胞よ
りも放射線に対する感受性が低い傾向は見られたが、各線量点（1, 
2, 4, 8 Gy）における値は、いずれの点でも有意差は認められなか
った。 
 
図 5 GL261 と GL261-mKO の放射線感受性の比較 
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  4-1 GL261-mKO 脳腫瘍モデル（コントロール群） 
 図 6 に示すように、GL261-mKO 細胞をマウス頭蓋内へ移植後、約






図 6 頭蓋内へ移植した GL261-mKO の増殖 






























から、生存期間の中央値は 49 日であった（図 9）。 
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図 9 脳腫瘍モデルマウスの生存率 
脳腫瘍モデル 12 匹では移植した腫瘍細胞はすべて生着し、生存期間の中
央値は 49 日であった。 
 
 
5. GL261-mKO 腫瘍モデルに対する in situ- および ex vivo- X 線照
射ワクチンの効果 
  5-1 in situ vaccination の効果 
 左大腿皮下へ GL261-mKO 細胞を移植した 16 匹のマウスに対し、
移植 10 日後、腫瘍局所に 20 Gy の X 線を照射した（in situ vaccination
群）。20 Gy の線量は先行研究によりマウスの皮膚への障害が軽微で
あり、約半数のマウスの皮下腫瘍が治癒する線量であることから決












n = 12 






保ち照射約 40~50 日後から腫瘍の急激な再増殖が認められた（図 10）。






法による in situ vaccination 群 16 匹の生存解析の結果、生存期間の中
央値は 63 日で脳腫瘍モデルマウス（中央値 49 日）に比較して、頭
蓋内への移植後、より早期にエンドポイントに達するマウスが見ら
れたものの、log-rank test による p 値は 0.047 で有意な生存期間の延
長が認められた（図 11）。in situ vaccination 群 16 匹を、局所コントロ




生存期間の中央値は 38 日となり、ワクチン未処理の脳腫瘍モデル 12





図 10 in situ vaccination の大腿皮下局所コントロール群と再発群の
腫瘍増殖の違い 
 




































図 11 in situ vaccination 群と脳腫瘍群の生存解析 
in situ vaccination 群では早期の死亡例があるものの、脳腫瘍モデルに比較
し生存期間の有意な延長が認められた。 
 
図 12 in situ vaccination 群と脳腫瘍群の生存解析 2 
























 脳腫瘍モデル（n = 12） 
 局所コントロール群（n = 8） 
 局所再発群（n = 8） 
0.00005 
p value  
0.00001 
0.034 
脳腫瘍モデル（n = 12）  
in situ vaccination （n = 16） 
Median survival time 
 脳腫瘍モデル: 49 days 
  in situ : 63 days 
 p value = 0.047 
Median survival time 
 脳腫瘍モデル : 49 days 
 局所コントロール群 : n/a 
 局所再発群 : 38 days 
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 5-2 ex vivo vaccination の効果 
 移植用と同様に調製し、サンプルチューブ内で 20 Gy の X 線を照
射した GL261-mKO 細胞を、大腿皮下へ接種したマウス（ex vivo 
vaccination 群）では、大腿皮下の移植部位に腫瘍の形成は認められな
かった。大腿皮下への接種から 24 日後に頭蓋内に同じ腫瘍細胞を移
植すると、7 匹中 3 匹で頭蓋内の腫瘍細胞は拒絶された。しかし、4
匹のマウスでは頭蓋内に腫瘍細胞が生着し、頭蓋内への移植後 8〜29
日で IVIS により腫瘍が確認された。生存解析の結果、ex vivo 
vaccination 群 7 匹の生存期間の中央値は 66 日で、脳腫瘍モデル 12
匹と比較すると、p 値は 0.038 となり有意な生存期間の延長が認めら
れた（図 13）。in situ vaccination 群と ex vivo vaccination 群を比較する





図 13 ex vivo vaccination 群と脳腫瘍群の生存解析 
ex vivo vaccination 群ではコントロールの脳腫瘍モデルに比較して有意な
生存期間の延長が認められた。 
図 14  in situ vaccination 群と ex vivo vaccination 群の生存解析 
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 27 
6. 長期生存例に対する腫瘍細胞の再移植 
 in situ vaccination 群の長期生存（最初の頭蓋内への腫瘍移植から 91
～175 日生存）マウスについて、腫瘍特異的な免疫記憶獲得の有無を
確認するために、GL261-mKO 細胞または B16/BL6 細胞を頭蓋内に再
移植した。結果は、GL261-mKO 細胞を再移植した 6 匹のマウスでは
腫瘍の生着は認められず、再移植後 200 日以上生存した。一方、
B16/BL6 細胞を移植した 6 匹のマウスは移植後 2 週間前後で体重減
少が現れ、引き続き神経症状が認められたため、実験を終了した。
Kaplan–Meier 解析を行った結果、B16/BL6 細胞を移植したマウスで
は生存期間の中央値は 15 日となり、p 値は 0.0005 で、両群間に有意
な差が認められた（図 15）。 
図 15 in situ vaccination 群長期生存マウス頭蓋内への腫瘍の再移植 













p value = 0.0005 
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図 16 マウス脳の免疫組織化学染色。 
A：局所コントロール群の HE 染色、B：局所コントロール群の抗 CD8 抗
体染色。C：局所再発群の HE 染色、D：局所再発群の抗 CD8 抗体染色。









8. 脾臓細胞からの IFN-γ の放出 
 in situ vaccination群のうち、局所コントロールを認めたマウス 4匹、

























図 17 ELISPOT 法によるマウス脾細胞からの IFN-γ の放出の検討 
in situ vaccination の局所コントロール群では、抗原刺激により脾臓細胞か
らの IFN-γ 産生が有意に増加し、局所再発群・脳腫瘍モデルマウスの脾臓





1. GL261-mKO マウス脳腫瘍モデル 
 GL261 細胞は、C57BL/6 マウス由来の悪性膠芽腫細胞株で、GL261
脳腫瘍モデルは、スタンダードな同系マウス脳腫瘍モデルとして広
く免疫療法の研究に使われている。GL261 細胞の性質として、p53
や K-ras 癌遺伝子の変異、また主要組織適合遺伝子複合体（major 
histocompatibility complex; MHC）クラス I の発現レベルが低いという
報告がなされており、適度な免疫原性を示すとされている。しかし
これらの報告と対照的に、我々の研究室で維持されている GL261 細
胞では、90%以上で MHC クラス I の発現が認められている。Szatmári 




ウスへ移植することにより維持されてきた。1980 年代に in vitro での
継代が成功したのだが、その維持には研究室ごとに違いがあると考




を IVIS で検出するために、Kusabira Orange 蛍光タンパク質遺伝子を









 大腿皮下へ GL261-mKO 細胞を移植し、腫瘍局所へ X 線を照射し













































































放射線照射を施す実験を行ってきたが、同時移植群では 4 匹中 1 匹
のみで頭蓋内へのアブスコパル効果が観察され、また頭蓋内への移











また GL261 細胞の免疫原性を補う目的で、アジュバントとして NKT




3. ex vivo cell vaccine の効果 
 本研究からも、サンプルチューブ内で X 線を照射した細胞は、効
果的な腫瘍ワクチンとして作用することが明らかとなった。Szatmári
らの報告にある放射線照射した GL261 細胞ワクチン投与の実験では、




 本研究に使用した GL261-mKO 腫瘍細胞の免疫原性に対しては、
 38 
遺伝子導入した Kusabira Orange タンパク質の影響について考慮する
必要がある。Rosenzweig らはアカゲザルの実験系で細胞に導入され
た enhanced green fluorescent protein （EGFP） が抗原として働き、






assay で、GL261 細胞と GL261-mKO 細胞のいずれを抗原として用い
ても、同等の IFN-γ の放出が認められたからである。 
 GL261-mKO 細胞をマウス大腿皮下へ移植してから X 線照射した
時 （in situ vaccination）と、サンプルチューブ内で X 線照射してか









らは、ex vivo vaccination のための腫瘍ワクチンを調製するためには、
手術による腫瘍摘出が必要となる。対照的に、in situ vaccination では、











た時の生存期間の中央値は 12 日であり、in situ vaccination の長期生
存マウスはこれに比べると、有意な生存期間の延長が認められてい
る。この理由は、gp100 や trp2 のように melanoma と glioma に共通な
 40 
腫瘍抗原が存在することで（33）、これらの共通抗原に対する CTLs






5. 頭蓋内への免疫担当細胞の浸潤と ELISPOT assay 




























 本研究の GL261-mKO を移植したマウス腫瘍モデルを用いた予防
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